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^J^JZT™ fSff? T^I?' ^IPynmidine, pyrazolo-[4, 3-dJpyrimidinc and pyrimidme-turanosides, U. so-called C- 
nucleosides of genera] formulae (I) - (V), and corresponding derivatives and processes for their preparation. The compounds are suitable 
in particular as RNA and DNA polymerase substrates and can thus be iricorporated in RNA and DNXTgomicl^ 
compounds are suitable in particular for marking and detecting nucleic acidiand for DNA sequencing. ucieoaaes ' ^^^tJy, the 



(57) 7 jiygmmpnft»ssiing 

Die Erfindung betriffi Pyirolo-[3^-dJpyrimidin-, Pyrazolo-[43-d]pyrimidtn- und Pyrimidin-ruranoside, dh. sogenannte C-Nukleoside 
der allgemcincn Formeln (I) - (V) bzw. entsprcchende Derivate sowic Vcrfahren zu dercn HersteUung. Die Verbindungen sind insbesondere 
als Substrate fur RNA- bzw. DNA-Polymerasen geeignei und somit in RNA- bzw. DNA-Oligonukleotide einbaubar. Demzufolge sind die 
Verbindungen insbesondcre zur Markierung und zum Nachweis von Nukfcinsflurcn bzw. zur DNA-Sequeozierung geeignet 



LBDIGUCH ZUR INFORMATION 

Codes zur Identifizienmg von PCT-Vertragsstaaten auf den KopfbBgen der Schriften, die intemationale 
Anmeldungen gemass dem PCT vertffendichen. 



AM 


Anncnien 


AT 


Ostencich 


AU 


AiatnJicn 


BB 


Barbados 


BE 


Belgien 


BF 


Barkim Faso 


BC 


Butgarien 


BJ 


Benin 


BR 


Brasilia) 


BY 


Belarus 


CA 


Kanada 


CF 


Zentrak Afrikmache Rcpublik 


CG 


Kongo 


CH 


Schweix 


CI 


Cote d'lvoire 


CM 


Kpdctup 


CN 


China 


cs 


Ttcrjechoekwakei 


cz 


Ttchechncht Rcpublik 


DB 


DeuschUnd 


DK 


Nnottnk 


EE 


Ealand 


ES 


Sptnien 


F1 


FtmUmd 


FR 


Frsnkrcicb 


GA 


Gabon 



GB 


Vertinigtes Kontgrekh 


GK 


Gecrgieo 


GN 


Guinea 


GR 


irnecncniano 


HU 


Uttgarn 


[E 


Iriand 


IT 


balien 


JP 


Japan 


KB 


Kenya 


KG 


Kirgtttstan 


KP 


Demokfatiache Voiksrepubl* Korea 


KR 


Rcpublik Korea 


KZ 


Kasachsun 


U 


Liechtenstein 


LK 


Sri Lanka 


UL 


Liberia 


LK 


Lftauen 


LU 


Luxemburg 


LV 




MC 


Monaco 


MD 


Rcpublik Moldau 


MG 


Madagaskar 


ML 


Mali 


MN 


rnvagotct 


MR 


Muuwaniea 


MW 


Malawi 



MX 




NB 


Ni{er 


NL 


Nicdcffandc 


NO 




NZ 




PL 


Poien 


FT 


Portugal 


RO 


Rmrtlnien 


RU 


Rnuisehe Federation 


SO 


Sudan 


SE 


Schweden 


SG 


Sing spur 


St 


Slowenien 


SK 


Skwakei 


SN 


Senegal 


sz 


Swaziland 


TO 


Tacfaad 


TC 


Togo 


TJ 


Tadschtkruan 


TT 


Tnnidad und Tobago 


UA 


Ukraine 


UG 


Uganda 


US 


Veremtgte Suatto von Amerika 


uz 


UtbekJatan 


VN 


Vietnam 



W 96/28460 



PCT/EP96/01051 



C-Nukleosid-Derivate und deren Verwendung in der Detektion 
von Nukleinsauren 



Die Erfindung betrifft C-Nukleoside und deren Derivate sowie deren Verwendune zur 
Markiemng. Detektion und Sequenzierung von Nukleinsauren. 

Nukleinsauren haben ais Tniger bzw. Obertrager der genetischen Information eine zen- 
trale Bedeutung in der beiebten Natur. Sie haben deshalb seit ihrer Entdeckung durch 
F. Miescher das breite Interesse der Naturwissenschaften erregt und zur Aufklarung 
ihrer Funktion. Struktur und Wirkungsweise gefiihrt. Mit der zunehmenden Kenntnis 
dieser grundlegenden molekularbiologischen Mechanismen ist es in den letzten Jahren 
mdglich geworden. die Neukombination von Genen zu betreiben. Diese Technologie er- 
offhet z. B. neue Moglichkeiten in der medizinischen Diagnose und Therapie und in der 
Pflanzenzuchtung. 

Ein wesemliches Werkzeug zur Erklarung dieser Zusammenhange und der Losung der 
Probleme war und ist der Nachweis der Nukleinsauren und zwar sowohl was ihren spe- 
zifischen Nachweis betrifft als auch was ihre Sequenz. also ihre Primarstruktur angeht. 

Die spezifische Nachweisbarkeit von Nukleinsauren beruht auf der Eigenschait dieser 
Molekiile. mit anderen Nukleinsauren durch Ausbildung von Basenpaamngen uber 
Wasserstoffbrucken in Wechselwirkung zu treten. zu "hybridisieren". In geeigneter 
Weise markierte. d. h. mit Indikatorgruppen versehene Nukleinsauren ("Sonden") kon- 
nen so zum Nachweis komplementarer Nukleinsauren ("target") eingesetzt werden. 

Die Ermittlung der Primarstruktur ("Sequenz"). also der Abfolge der heterocyclischen 
Basen einer Nukleinsfiure geschieht mittels den Techniken der "Sequenziening". Diese 
Kenntnis der Sequenz ist wiederum die Grundvoraussetzung fur einen gezielten und 
spezifischen Einsatz von Nukleinsauren in molekularbiologischen Fragestellungen und 
ArbeitstechnikeiL Auch die Sequenzierung bedient sich letztlich des Prinzips der spezi- 
fischen Hybridisierung von Nukleinsauren untereinander. Dabei werden wie oben er- 
wahnt ebenfalls markierte Nukleinsaure-Fragmente verwendet. 
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Demzufolge ist die geeignete Markierurig von Nukleinsauren eine unverzichtbare Vor- 
aussetzung jeglicher Nachweismethode. 

Schon fruhzeitig wurde dafiir vor allem die radioaktive Markiening mit geeigneten Iso- 
topen. wie j2 P oder j5 S eingesetzt. Die Nachteile der Verwendung radioaktiver Reagen- 
tien liegen jedoch klar auf der Hand: entsprechende Arbeiten bediirfen spezieller raum- 
iicher Einrichtungen und Genehmigungen. sowie einer kontrollierten und aufwendigen 
Entsorgung des radioaktiven Abfalls. Die Reagentien zur radioaktiven Markiening sind 
zudem kostspielig. Eine langere zeitliche Autbewahrung derart markierter Proben ist 
wegen der kurzen Halbwertszeit obiger Nuklide nicht mfiglich. 

Es hat daher in den letzten Jahren nicht an Versuchen gefehlt. diese gravierenden Nach- 
teile zu umgehen, d. h. von einer radioaktiven Markiening wegzukommen. Dabei sollte 
die hohe Sensitivitat dieser Markierungsart mfiglichst beibehaiten werden. 

Hier sind in der Tat bereits groBe Fortschritte erzielt worden (siehe z. B. "Nonradio- 
active Labeling and Detection of Biomolecules" (Kessler. C. Hrsg.) Springer Verlag 
Berlin. Heidelberg 1992]. 

Eine unabdingbare Voraussetzung jeglicher Detektion einer Nukleinsaure ist die vor- 
herige Markiening derselben. und zwar - wie oben ausgefuhrt - sollte dies moglichst in 
einer nicht-radioaktiven Art und Weise erreicht werden. WShrend die radioakUve Mar- 
kiening der Nukleinsauren in der Regel durch enzymatisch katalysierten Einbau ent- 
sprechender radioaktiver Nukleosid-triphosphate erfolgt. mufi eine nicht-radioaktive 
Markiening uber den Einbau einer geeigneten Signal- oder Reportergrappe geschehen. 

Als nicht-radioaktive Indikatormolekule haben sich u. a. hauptsachlich Haptene (wie 
Biotin oder Digoxigenin). Enzyme (wie alkalische Phosphatase oder Peroxidase) oder 
Fluoreszenz-farbstoffe (wie Fluorescein oder Rhodamine) bewahrt. Diese Signalgrup- 
pen konnen nach verschiedenen Methoden an oder in NukJeinsauren gebracht werden. 

Eine relativ einfache Verfahrensweise z. B. ist die Markiening am 5'-Ende eines mit ei- 
ner endstandigen Amino runktion versehenen Oligonukleoudes mittels aktiviener Indi- 
kator-molekule der oben genannten Art. Sie erlaubt aber nur das Einfuhren eines oder 
weniger Indikatormolekule in ein nur niedermolekulares Oligomer, wahrend eine dich- 
tere Markiening langerkettiger. hochmoiekularer Nukleinsauren mit dem Ziel einer ho- 
hen Sensitivitat in der Regel aber den Einbau von mit Reponergruppen versehenen Nu- 
kleosidtriphosphaten mittels Polymerasen im Sinne einer de novo -Synthese erfolgen 
mufl. 
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Entsprechende Verfahren sind dem Fachmann als "nick translation" [Rigby, P. W. et al. 
(1977) J. Mol. Biol. 113. 237] und "random primed labeling" [Feinberg, A. P. & Vogei- 
stein. B. (1984) Anal. Biochem. 137. 266] bekannL Eine weitere Methode ist die soge- 
nannte 3-tailing-Reaktion mit Hilfe des Enzyms "Tenninale Transferase". 

Die bislang in diesen Verfahren eingesetzten Nukleosid-triphosphate sind nahezu aus- 
schliefllich entsprechend modifizierte I>erivate der heterocyclischen Basen Adenin. 
Guanin. Cytosin und Thymin in der Desoxyribonukleotid-. bzw. Adenin. Guanin. 
Cytosin und Uracil in der Ribonukleotid-Reihe. Solche Derivate sind z. B. von Langer 
et al.. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78. 6635 (1981); Mtthlegger et al., Biol. Chem. 
Hoppe-Seyler 371. 953 (1990) und in EP 0 063 879 beschrieben. Hier werden die 
naturlicherweise in DNA und RNA vorkommenden Bausteine in markierter. d. h. mit 
Signal gruppen versehener Form eingesetzt Die wesentlichen Nachteile der N-Nukleo- 
side liegen in der Empfindlichkeit der N-glykosidischen Bindung gegenuber sauren pH- 
Bedingungen und der Abbaubarkeit durch Nukleasen. 

Ferner sind einzelne C-Nukleoside (siehe z. B. Suhadolnik. RJ. in "Nucleoside Antibio- 
tics". Wiley-Imerscience. New York 1970) und deren Verwendung im therapeutischen 
(antiviralen oder cancerostauschen) Bereich seit langerem bekannt. 

Auflerdem sind fluoreszierende C-Nukieosid-Derivate und deren Einbau in DNA- bzw. 
RNA-Oligonukleotide beschrieben (WO 93/16094). Die sogenannte Eigenfluoreszenz 
dieser C-Nukleoside ist jedoch bezuglich der Quantenausbeute urn ein Vielfaches ge- 
ringer als die spezieiler Fluorophore wie z. B. Fluorescein oder entsprechende Rhoda- 
minderivate. Ein weiterer Nachteil der selbstfluoreszenten C-Nukleoside liegt in ihren 
vergleichsweise niedrigen Anregungs- und Emissionswellenlangen. Dies hat zur Folge, 
dafl Detekuonssysteme. welche auf solchen Derivaten beruhen. nur eine geringe Nach- 
weisempfindlichkeit besitzen. zum anderen machen sich spektral stdrende Einfltisse der 
Meflumgebung (wie biologisches Material, Autofluoreszenz von Gelmatrices etc.) sehr 
stark bemerkbar. 

Die bekanmen Nukleoside bzw. Nukleosid-Derivate weisen somit eine Reihe von Nach- 
teilen auf. die sich insbesondere fur den Nachweis von Nukleinsauren negativ auswir- 
ken. 

Der Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde mit Signalgruppen modifiziene Nu- 
kleosid-Derivate fur die Detektion von Nukleinsauren zur Verfugung zu stellen. die die 
genannten Nachteile nicht aufweisen. d. h. insbesondere stabiler so wie zugleich enzy- 
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matisch prozessierbar und fur den Nachweis von Nukleinsauren bei einer praktikablen 
Wellenlange geeignet sind. 

Die Aufgabe wird durch Pyirolo-[3.2-d]pyrimidin-. Pyrazolo-[4.3-d]pyrimidin- und 
Pxiimidinfiiranoside der allgemeinen Formei I- V gelost: 




ft 



N "jj N 



R 

R9— O— 1 



R7 Rs 




R7 Re 



II 



III 




in denen 

R\. Ro. R3, R4, die gleich oder verschieden sein konnen. Wasserstoff. Halogen. 
Hydroxy. Thio- oder substituienes Thio-. Amino- oder substituiertes Amino-. 
Carboxy-, Niederalkyk Niederalkenyk Niederalkinyl-, Aryk Niederalkyloxy-. 
Aryloxy-, Aralkyi-, Aralkyloxy-, oder eine Reportergruppe darstellen. 
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R5 und R$ jeweils WasserstofF. Hydroxy. Thio- oder substituiertes Thio-. Amino- oder 
substiruienes Amino-. Niederaikyloxy-. Niederalkenoxy-. Niederalkinoxy-. eine 
Schutzgrappe oder eine Reponergruppe darstellen. 

R7 WasserstofT. Hydroxy. Thio- oder substituiertes Thio-. Amino- oder substituiertes 
Amino-, eine Phosphoramidit-oder H-phosphonat-Funktion. einen in geeigneter 
Weise spaltbaren Ester- oder Amid-Rest oder eine Reponergruppe darstellt 

R5 und R7 zusammen eine weitere Bindung zwischen C-2' und C-3* oder eine Acetal- 
funktion bilden. 

R8 WasserstofF oder eine Hydroxy-, Thio- oder substituierte Thio-. Amino- oder 
substituierte Amino-Gruppe darstellt. 

R9 WasserstofF. eine Mono-. Di- oder Triphosphatgruppe, oder die alpha-, beta- oder 
gamma- Thiophosphatanalogen dieser Phosphorsaureester oder eine Schutzgruppe 
darstellt 

sowie mogliche Tautomere und Salze derselben. 

Als Reponergruppe kommen jegliche detektierbaren Gruppen. wie insbesondere 
Haptene. ein Fluorophor. eine Metall-delatidierende Gruppe. ein Lumiphor. ein Protein- 
oder ein Interkalator in Frage. 

Bevorzugt sind solche Verbindungen der allgemeinen Formel I bis V. in denen die 
Aceialfunktion der Reste R 6 und R 7 mit einer Reponergruppe substituiert sind. 

Des weiteren haben sich solche Verbindungen als besonders geeignet erwiesen. in denen 
die Reponergruppe ilber eine sogenannte Linkergmppe an den aglykonischen bzw. 
Furanosering gebunden isL Entsprechende Linkergruppen sind dem Fachmann bekannt 
(siehe z. B. Mflhlegger. K. et al. (1990) Biol. Chem. Hoppe-Seyler 371. 953-965 oder 
Livak. K. J. et al. (1992) Nucl. Acids Res. 20. 4831-4837). 

Weiterhin bevorzugt sind Verbindungen der allgemeinen Formel I bis IV, in denen R\ 
WasserstofF, Hydroxy oder eine Aminogruppe, R2 Hydroxy, eine gegebenenfalls 
subsutuiene Aminogruppe oder eine Reponergruppe, R3 und R4 WasserstofF, Halogen 
oder eine Reponergruppe, R5 WasserstofT, R$ WasserstofF oder Hydroxy, R7 Wasser- 
stofF, Hydroxy, Thio. eine gegebenenfalls substituierte Aminogruppe, ein Phosphor- 
amidit oder eine Reportergmppe, R$ und R7 zusammen eine Acetalrunktion. Rg Was- 
serstoff und Ro eine Triphosphat-Funktion darstellen. 
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Bevorzugte Verbindungen der allgemeinen Foimel V sind solche. in denen Rj Hydroxy 
eine Thio- odcr Aminogrupe. die gegebenenfalls substituien sein konnen oder eine Re- 
portergruppe. R2 und R3 Wasserstoff. Niederaikyl oder eine Reportergruppe. R5 Was- 
serstoff. R$ Wasserstoff oder Hydroxy, R7 Wasserstoff. Hydroxy. Thio eine gegebenen- 
falls sustituierte Aminogruppe. ein Phosphoramidit oder eine Reportergruppe. R^ und 
R7 zusammen eine Acetalfunktion. Wasserstoff und R9 eine Triphosphat-Funktion 
darstellen. 

Die Synthese der neuen. modifizierten C-NukJeosidc erfolgt zweckmaBigerweise. indem 
man von den naturlich vorkommenden Vorstufen ausgeht So lafit sich beispielsweise 
Forraycin A als Adenosin-Analogon zu Formycin B (einem Inosin-Analogon) desami- 
nieren. Dieses wiederum kann halogeniert und we iter Nukleophil substituien werden. 
wodurch eine Reihe interessanter neuer Verbindungen. wie die der erfindungsgemaBen 
Art. hergestellt werden konnen. 

Die Synthese der wichtigen 2'-Desoxy-Nukleoside erfolgt durch Deoxigenierung der 
oben erwahnten naturlich vorkommenden Ribonukleoside wie z. B. Formycin A. Hier 
wird heute vorwiegend die Deoxigenierungsreaktion nach Barton angewandt (Barton. 
D. H. R. & Motherwell, W. B. (1981) Pure Appl. Chem. 53. 15). 

Des weiteren kann die chemische Synthese der C-nukieoside. wie beispielsweise von 
K. A. Watanabe in "Chemistry of Nukleosides and Nukleotides" 3. 421-535 (L. B. 
Townsend. Hrsg.), Plenum Press. New York and London. 1994 eingehend beschrieben. 
erfolgen. 

Die Verwendung der erflndungsgemaBen Verbindungen zur Markierung von Nuklein- 
sauren mit diversen. definienen Signal gruppen und damit die Detektion und Sequen- 
zierung von Nukleinsauren hat sich als besonders vorteilhaft erwiesen. 

Die erflndungsgemaBen C-Nukleoside der allgemeinen Formeln I bis V besitzen insbe- 
sondere gegenQber den klassischen N-glykosidisch verknUpften Nukleosiden und Nu- 
kleouden wie Adenosin. Guanosin, Cytidin. Thymidin. Uridin bzw. deren entsprec hen- 
den Phosphorsaureestem eine Reihe von Vorteilen. 

Ein Vorteil ist die chemische Stability der C-glykosidischen Bindung, z. B. gegenuber 
sauren pH-Bedingungen. Ein weiterer wesentlicher Vorteil ist die Stability dieser Ver- 
bindungen gegentiber dem enzymatischen Abbau durch Endo- und Exonukleasen. Diese 
Enzyme sind in biologischem Material enthalten und konnen den Nukleinsaure-Nach- 
weis empfindlich storen. Andererseits ist es bekannt. dafl DNA- und RNA-Polymerasen 
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kritisch bezuglich der Akzeptanz mehr oder weniger modifizierter Nukleosid-5-triphos- 
phate sind. d. h. in derde novo Synthese solche Nukleotide als Substrate zu erkennen 
und einzubauen. Insbesondere das Ankmrpfen von Signalgruppen an die Nukleotide be- 
einfluBt erfahrungsgemafi Einbau und Einbaurate. 

DaB die erfindungsgemafien Nukleoside und ihre Derivate in sehr effizienter Weise 
durch geeignete Polymerasen in Nukleinsauren eingebaut werden, wie z. B. nach den 
oben geschilderten Methoden der "nick translation" oder des "random primed labelling", 
ist nicht ohne weiteres aus dem Stand der Technik zu entnehmen und somit fiir den 
Fachmann als Qberraschend anzusehen. 

Der genannten Verfahren bedient man sich ganz allgemein in der Nukleinsaure-Detek- 
tion. z. B. beim quantitauven Nachweis nach Blotting-Techniken auf Membranen oder 
auch in Mikrotiterplatten. 

Bei der Sequenzierung, d. h. dem Nachweis der Sequenz einer Nukieinsaure. wird an 
der zu sequenzierenden Nukleinsaure unter Zuhilfenahme eines kurzen (Start)Oligo- 
nukleotides ("primer") und einer Polymerase ein komplementarer Gegenstrang neusyn- 
thetisiert 

In der in situ -Hybridisierung zur Detektion bestimmter Gene oder Genomabschnitte 
lauft in der Zelle im Prinzip das gleiche ab, namlich der spezifische Einbau von mar- 
kierten Nukleotiden. 

Die oben erw&hnten Primer, d. h. kurzkettige Oligonukleotide. sollen. urn eine optimale 
Funktion zu gewahrleisten. sowohl stabile Basenpaarurigen mit dem Matrizenstrang ein- 
gehen. als auch durch endogene Nukleasen nicht angegriffen werden. 

Dies wird von Oligonukleotiden. welche anstatt der klassischen N-Nukleoside die erfin- 
dungsgemaflen C -Nukleoside als Bausteine enthalten, erfiillt. 

Gleiches gilt fiir langerbettige Polynukleotide und Nukleinsauren, die solche C-Nukleo- 
sidbausteine beeinhalten. Auch diese sind Gegenstand der voriiegenden Erfindung. 

Entsprechende Oligonukleotide. sowie ihre praparativen Vorstufen der Nukleosidphos- 
phoramidite und NukJeosid-H-phosphonate sind daher ebenfalls Gegenstand der Erfin- 
dung. 

Oligonukleotide werden heme in der Regel nach bekannten Methoden in automatised 
arbeitenden DNA/RN A-SynthesegerSten hergestellt. 
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Solche Syntheseverfahren basieren im wesentlichen auf der schrittweisen Umsetzung 
der o.a. Phosphoramidite oder H-Phosphonate und damit der fortlaufenden Verknttpfiing 
dieser monomeren Bausteine zu Oligomeren (siehe z.B. T. Brown &. D. J. S. Brown in 
"Oligonukleotides and Analogues-A Practical Approach" (1991) (Eckstein. F. ? Hrsg.), 
IRL Press at Oxford University Press, Oxford. New York, Tokyo). 

Legends S 

Abbildung I ; 

I und II bedeuten pBR 328-DNA. markien durch DIG-dUTP-Einbau, und III pBR 328- 
DNA, markiert durch DIG-3-0-succinyI-e-amino<aproyl-[7-arniii^ 
erythrorjento-furanosyl)-lH-pv^ 

Die folgenden Beispiele eriautern die Erfindung naher: 



Beispiel 1; 

H-pyrazolfv [4.3- 

tflpyrimidin 

70 mg (0,25 mmol) Formycin A, 400 mg (2,2 mmol) Jodessigsaureethylester und 400 
mg 

(2,88 mmol) K2CO3 werden in 5 ml Methanol/Wasser (1:1)3 hbei Raumtemperatur 
geruhrt. Die Losung wird anschlieBend eingedampft, in ca. 4 ml H 2 0 aufgenommen 
und an einer praparativen HPLC (RP-1 8, 25 x 1 cm) chromatographiert Wasser eluiert 
(R£ - 7 min.) eine Hauptzone. die gesammelt u. eingeengt wird. Nach Lyophilisation 
erhalt man 48 mg der Titelverbindung (59 %). 

J H-NMR (D2O): 7,98 (s, H-5); 5,02 (d, J=7,4 Hz, H-l'); 4,95 (s, CH 2 ); 4,46 (t, J=6.0 
Hz, 

H-2'); 4,21 (t, J=0,5 Hz, H-3'); 4,07 (d, J=2.7 Hz, H-4'); 3,70 (m, H 2 -5'). 
13 C-NMR(D 2 0): 174,4(00); 151,8 (C-7); 151.6 (C-5); 141,4 (C-3); 140.2 (C-3a); 
122,9 (C-7a); 86.0 (C-4') ; 77,6 (CM*); 75,2 (C-2'); 72,1 (C-3 1 ); 62,3 (C-5'); 55.6 (CH 2 ). 

In analoger Weise wird, ausgehend von 2 , -Desoxy-formycin A das entsprechende 2'- 
Desoxy-derivat hergestellL ^ 
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Beispiel 2: 

T-ChlQr-J-fZ'-dcSQXV-P-D^mhro-pentofuranosvl WlH-pvraznlo-ia^pyrim^ in 

Die Verbindung wurde < wie von L. B. Townsend et al. in J. Chem. Soc. (C) 1971. 2443 
fiir das Riboftiranosylderivat beschrieben). ausgehend von 2'-Desoxy-formycin B 
synthetisiert. 

Letziercs wurde aus kommerziell erhaltlichem Fonnycin B durch Barton-Deoxige- 
niemng erhalten (Barton. D. H. R. & MoiherwelJ. W. B. (1981) Pure Appl. Chem. 53. 
15). 



Beispiel V 

7-fl.6-DiaminohexvlI-3-(2'-di30XV-n-D^ 

<Q pyrimidin 

135 mg (0.5 mmol) Chlor-Nukleosid aus Beispiel 2 werden in 1 5 ml Ethanol geldsL mil 
300 mg (ca. 2.5 mmol) Hexamethylendiamin versetzt und 3 h zum Ruckflufl erhitzt. 

Im DC (Kieselgel; Chlorofonn-Methanol 80:20) beobachtet man die nahezu quantitative 
Umsetzung zum Titelprodukt. Die Reakuonsmischung wird mit 0.1 M HCI neutralisiert. 
eingedampft und das Konzentrat in 10 ml Ethanol gelost. Nach Filtration von ungeld- 
sten Anteilen wird an einer Kieselgel 60 -Saule mit einem Gemisch ChJoroform-Metha- 
nol (9: 1 ) chromatographiert. Die vereinigten Fraktionen werden eingedampft und aus 
Dioxan lyophilisiert (85 mg = 48.5 % d. Th.) 

Elementaranalyse furCi 6 H26N60 3 (350.2): Berechnet C 54.9. H 7.4. N 24.0: gerunden 
C 55 J. H 7.6. N 23,7. 



Beispiel 4: 

HM=Irifluoratttam^ 
lH-pyrazolo-l 4 pyrimidin 

80 mg (0.23 mmol) des NukJeosides aus Beispiel 3 werden in 10 ml wasserfreiem Pyri- 
din gelost und mit 150 ul (ca. 1 mmol) Trifluoressigsaureanhydrid versetzt. Nach 5 h 
Stehen bei Raumtemperatur ist die Acylierung laut DC vollstandig. Die Reaktionsld- 
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sung wird danach im Vakuum eingedampft und dreimal mit Methanol coevaporiert. 
Man lyophilisiert aus Dioxan und erhait 100 mg (98 % d. Th.) des gewunschten Pro- 
duktes. 



Beispiel 5: 

lH-pvrfl2olo-(43^/]pynmidin- < > , -t riphosphflt 

50 mg (0,1 1 mmol) des geschtitzten Nukleosides aus Beispiel 4 werden nach der Me- 
thode von Yoshikawa et al. fTetrahedron Lett. 50, 5065 (1967)] dutch Phosphorylierung 
rait POCI3 in das 5-Monophosphat flberfuhrt; daraus wird entsprechend dem Verfahren 
von Hoard & Ott 

[J. Am. Chem. Soc. 87, (1965)] nach Aktivierung mit Carbonyldiimidazol und Um- 
setzung mit Pyrophosphorsaure nach Ionenaustausch-Chromatographie an DEAE-Se- 
phadex das gewunschte Triphosphat in einer Ausbeute von 45 mg (59 %) erhalten. 

31 P-NMR (0,1 M EDTA/D20/Eth 3 N): -5,4 (d, P-gamma); -10,7 (d, P-alpha); -2U (t, 
P-B). 



Beispiel 6; 

35 mg (0,05 mmol) der trifluoracetyl-geschatzten Verbindung aus Beispiel 5 werden in 
5 ml konz. Ammoniakldsung 1 h bei Raumtemperatur stehen gelassen und anschlieQend 
im Vakuum eingedampft. Der RUckstand wird in 5 ml 0,1 M Boratpuffer, pH 8,5 aufge- 
nommen und mit einer Losung von 31 mg (0,065 mmol) 5(6>Carboxy-fluorescein-N- 
hydroxy-succinimidester in 5 ml aminfreiem Dimethylformamid versetzt. Man lasst 
ttber Nacht bei Raumtemperatur stehen. Das Reaktionsgemisch wird auf eine DEAE- 
Sephadex-Sflule (30 x 1 cm) gegeben und mit einem linearen LiCl-Gradient Ge 200 ml 
H2O auf 0.4 M LiCl) eluiert. Man erhaJt nach Vereinigen der entsprechenden Frak- 
ionen, Eindampfen, Fallung des Konzentrates in Aceton/Ethanol (2:1) und Trocknung 
28 mg (59 %) der Titelsubstanz. 
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Spektrale Daten (0.1 M Phosphatputfer. pH 9.0): Excitation max [nm]: 495: 

Emission max : [nm]: 521 

Entsprechend wurde durch Umsetzung des Nukleosides mit Digoxigenin-3-O-succinyl- 
aminocapronsaure-N-hydroxy-succinimidester das Di g oii genin-3-O-siiccinvUr , - 
aminoCTnrovM7-amino-3^2'^esoxv^ 
143-rfl pyrimidin-S'-triphosphatl hergestellt 



Beispiel 7: 

3-f2 f -de50XV-P>D-ervthro-pentofuranosvn pvrazolo-[4JW|pyrimidin 

125 mg (0.5 mmol) 2'-Desoxy-tbrmycin A. 369 mg (1 mmol) (N^Bromaceiamido-N 8 - 
t-butoxycarbonyl)-l,8-diamino-3.6-dioxa-octan. sowie 1.4 g K0CO3 werden in 4 ml 
Methanol/HoO ( 1 : 1 ) 3 h bei Raumtemperatur geruhrt. Die Aufarbeitung geschah wie 
unter Beispiel 1 beschrieben. Nach Chromatographie an einer RP-18-Saule wurden 135 
mg (50 %) der Titelverbindung erhalten. 



Beispiel 8; 

pentoftiranpsyli pyrazolo-[4J-rf|pyriiaidin-S'-triphosphat 

135 mg (0,25 mmol) des geschiltzten Nukleosides aus Beispiel 7 werden wie unter 
Beispiel 5 beschrieben in das Triphosphat uberfilhrt. Nach Chromatographie an RP-1 8 
wird durch 

1-stiindige Behandlung mit Trifluoressigsaure die Boc-Schutzgruppe entfernt. Nach 
einer weiteren Chromatographie an QAE-Sephadex werden ietztiich 25 mg der Titel- 
verbindung erhalten. 

3I P-NMR (0.1 M EDTA/D2O/EU13N): -6.4 (d. P-gamma); -11.1 (d. P-alpha): -21.6 (t. 
P-B). 
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Beispiel 9; 

DigQXigeniD-3-0-succinvl-E>ammocaDrQvl-!Nl>f8-AminaW^.6Mjin»ainrtvl.l- 
amidQmethvll-7-aminQ-3^2 , -desQxv^D^mhnHpentofuranosvhpvrflzol^ |4 T v 
rflpyrimidin-S'-friphPsphat 

1 7 mg (0.024 mmol) der Verbindung aus Beispiel 8 werden in 5 ml 0.1 M BoratputTer. 
pH 8.5 aufgenommen und mit ciner Losung von 25 mg (0.036 mmol) Digoxigenin-3-O- 
succinyl-aminocapronsaure-N-hyoroxy-succinimidester in 5 ml aminfreiem Dimethyl- 
Ibrmamid versetzt. Man laCt 5 h bei Raumtemperatur riihren und chromatographiett an- 
schlieflend an RP-1 8-Kieselgel. Nach Emsaizung und Lyophilisation werden 3 mg (ca. 
1 0 %) des markienen Triphosphates erhalten. 

Beispiel UL 

4-Qx(H7-(2'-desoxv-RD-erTtbn>-nentofuranosvl^3H. 5H-pvirnlo-f3.2-^pvrimirfiii 

Die Verbindung wurde aus dem von M.-I. Lim et al. in Tetrahedron Lett. 1980. 21. 1013 
beschriebenen Ribofuranosylderivat durch Barton-Deoxigenierung erhalten. 

Beispiel 1 1 : 

din 

Die Verbindung wurde nach dem von Townsend et al. in J. Chem. Soc. (C). 1971, 2443 
beschriebenen Verfahren durch Halogenierung mit POCI3 syntheusiert. 



Beispiel 12: 

4-(1.6>DiamiDohexvl|-7-a f -desoxv>Q-D-€rvthro-pentnfuranns vlW^H. SH-pyrrnlo. 
|3.2^/)pvrimidin 

Das Derivat wurde. ausgehend von der chlorierten Verbindung aus Beispiel 1 1 durch 
Umsetzung mit Diaminohexan analog Beispiel 3. gewonnen. 
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Beispid 13; 

furanosvlKSH. 5H-pvrrolo-|^.2-^]p vrimidin->'-triphnsphat | 

Die Titelverbindung wurde aus dem Derivat aus Beispiel 12 uber die Schritte Schuiz der 
Diamino-Funktion mit Triflat. Herstellung des Triphosphates und Umsetzung mit Flu- 
orescein-5(6)-carboxamido-N-hydroxy-succinimidester synthetisiert. Diese einzelnen 
Vertahrensschrine sind in den Beispielen 4. 5 und 6 beschrieben. 



Beispid 14; 

S ^'-dcSQXY-O-D-erythro-nentofuranosvn pvrimidin - 2.4-dinn-y>triphos ph a t 

650 mg (2.85 mmol) 5-(2'-Desoxy-I^D-eiythn>-pemomranosy^ 
hergestellt nach J. Org. Chem. 1982. V? 485 durch Deoxigenierung des kommerzieil 
erhaitlichen 5-(B-D-erytrux>-pentoruranosyl) pvrimidin-2.4-dion (Pseudouridin). werden 
nach der Methode von Ludwig [Acta Biochim. et Biophys. Acad. Sci. Hung. ( 1 98 1). 16. 
13 1 ] in einem Eimopf-Verfahren in das 5-Triphosphat uberfiihrt. Anionenaustausch- 
Chromatographie an QAE-Sephadex mit einem LiCl-Gradient (Wasser auf 0.5 M) und 
Fallung in Aceton/Ethanol (2: 1 ) und Trocknung ergeben 850 mg (60%) der Titelverbin- 
dung. 

31 P-NMR (0.1 M EDTA/D20/Eth 3 N): -6.8 (d. P-y): -1 1.0 (d. P-ct); -22.0 (t. P-B). 



Beispid 1:; 

dion-5'-triphnsphiit 

100 mg (0.2 mmol) des 2*-Desoxy-pseudouridin-5'-triphosphates aus Beispiel 14 werden 
in 5 ml 1 M Triemylammoniumbicarbonatpuffer (pH 8.9) gelost und mit 5 ml Ethanol 
versetzt. Es werden 3 ml (ca. 30 mmol) Acrylsaureethylester zugefugt und die Mischung 
6.5 h bei Raumtemperatur geruhrt. Danach ist It. DC (i-Buttersaure/konz. Ammoniak/ 
Wasser = 66/1/33) kein Edukt mehr zu beobachten. Das Reaktionsgemisch wird i.V. 
eingedampft und je lx mit einigen ml Ethanol und Wasser coevaporiert Das rohe Pro- 
dukt wird ohne weitere Reinigung wie unter Beispiel 16 angegeben. weiterverarbeitet. 
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Bcispicl 16; 

Ni-llJ>DiamiDQDroDvll-5^2'-desQXV-B-D-ervthro-pentnfuranosvh nvHm.din.7-L 
dipp-S'-triphMphati 

Das Produkt aus Beispiel 15 wird in 5 ml Wasser geidst und mit 5 ml EthanoL sowie 2 
ml 1 .3-Diaminpropan versetzt. Man riihrt uber Nacht bei Raumtemperanir und engt da- 
nach an der Olpumpe LV. bis zum viskosen RQckstand ein. Man nimmt in wenigen ml 
Wasser auf und stellt den pH mit verd. Essigsaure auf 6. Chromatographie/Entsalzung 
an RP 18 mit einem Triethyl-ammoniumacetai/Acetonitril-Gradient liefene 1000 AogQ- 
Einheiten (ca. 0.1 mmol) des rohen Gemisches der Verbindung, aus dem nach lonenaus- 
tausch-Chromatographie an QAE-Sephadex mit LiCl 140 A^sO'Ei 1 ^ 1611 ( ca - 20 umol) 
der gewunschten Substanz isoliert wurden. 

DC (i-Buttersaure/konz. Ammoniak/Wasser = 66/1/33): Rf ca. 0.3; mit Ninhydrin posi- 
tive Reaktion. 



Bcispicl 17; 

Nl-Digoxigenin-^O-methvlcar^^ 

5-(2 f -desQrv-ft-D-ervthro-DentQfuranosvn pvrimidin-2.4-dion-5MHphns P h fl t 

4.5 mg (5 umol) des Diaminopropyl-Derivates aus Beispiel 16 werden in 1 ml 0. 1 M 
Na-borat-Puffer. pH 8.5 gelost und dazu 5 mg (7.5 umol) Digoxigenin-3-O-methylcar- 
bonyl-e-amino-capronsaure-N-hydroxysuccinimidester. gel5st in 1 ml aminfreiem Di- 
methylformamid gegeben. Man laBt die klare Lbsung ca. 3 h bie Raumtemperatur ste- 
hen. Die Reaktionslosung wird danach eingedampft. der Ruckstand in 1 ml Wasser aui- 
genommen und mittels RP 1 8-Chromatographie gereinigt (Saule: Inertsil. 250 x 8 mm. 
Triemylanimomumacetat/Acetonitril). Nach Abziehen der fliichtigen Komponenten im 
Vakuum und Lyophilisation erhait man 7 mg (90%) der Titelverbindung. 
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Beispiel 1ft: 

IfittamfitloJriuMiai^ 
phatt 

Die Titelverbindung wurde durch Umsetzung von 18 mg (30 umol) des Triphoshates 
aus Beispiel 16 und 17 mg (32 umoi) TetramethyIrhodamino(6)-carbonsaure-N- 
hydroxy-succinimidester in 0.1 M Na-boratpuffer. pH 8.5/DMF analog Beispiel 17 her- 
gesiellt und aufgereinigt. Es wurden 10.5 mg des TMR-markierten Nucleotids erhalten. 

Spektrale Daten (0.1 M Na-boratpuffer. pH 8.5): Excitation max [nm]: 551; 

Emission max : [run]: 575 

Beispiel 19; 

Nichtradioaktive DNA-Markiernng und -Narhwow durch Finnan vnn 

^DigQXigeniP-3-O-methvlcarbonv^-flminnr ^provl-l^-diaminnprnpvU 

triphosphat] 

Die DNA-Markierung und der DNA-Nachweis wurden mit dem kommerziell erhalt- 
lichen Kit der Firma Boehringer Mannheim (Best. Nr. 1093 657) durchgeruhrt. Die Ar- 
beitsvorschrift gibt alle wesentlichen Arbeitsschrine wieder. 

Zur Markierungsreakuon wurde das dNTP-Gemisch des Kits gegen ein solches mit N 1 - 
Pigoxigenin-3-O-methylcarbonyl-e-aminocaproyl-l .3-diaminopropyl-propionyl]-5-(2- 
desoxy-f^D^mhro-pentoniranosyl) pyrimidin-2.4-dion-5'-triphosphataus Beispiel 17 
(statt DIG-dUTP) ausgetauscht. 

Die immunologische Nachweisreaktion ergab. dafi der Einbau der erfindungsgemafien 
Verbindung nach Beispiel 17 eine Nachweissensitivitat der markierten DNA analog der 
Verwendung von DIG-dUTP zeigL 

Das Ergebnis. den Nachweis und die erreichte Sensitivitat des Systems demonstierend. 
ist Abbildung 1 zu enmehmen. 
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Patentanspriiche 



1 . Pynolo-[3,2-</lpyrimidin-. Pyra2olo-[4.3-c/]pyrimidin- und Pyrimidin-ftiranoside 
der allgemeinen Formeln I - V 




i ii in 
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in denen 

Rj.R2.R3, R4, die gleich oder verschieden sein konnen. Wasserstoff. Halogen. 
Hydroxy. Thio- oder substituiertes Thio-. Amino- oder substituienes Amino-. 
Carboxy-. Niederalkyk Niederalkenyl-. Niederalkinyk Aryl-. Niederalkyloxy-. 
Aryloxy-. Aralkyl-. Aralkyloxy-. oder eine Reportergruppe darstellen. 

R5 und R^jeweils Wasserstoff. Hydroxy. Thio- oder substituienes Thio-. Amino- oder 
substituienes Amino-. Niederalkyloxy-. Niederalkenoxy-. Niederalkinoxy-. eine 
Schutzgmppe oder eine Reportergruppe darstellen. 

R7 Wasserstoff. Hydroxy. Thio- oder substituiertes Thio-. Amino- oder substituiertes 
Amino-, eine Phosphoramidit-oder H-phosphonat-Funktion. einen in geeigneter 
Weise spaltbaren Ester- oder Amid-Rest oder eine Reportergruppe darstelh. 

R6 und R7 zusammen eine weitere Bindung zwischen C-2' und C-3' oder eine Acetal- 
funktion bilden. 

Rg Wasserstoff oder eine Hydroxy-. Thio- oder substituierte Thio-. Amino- oder sub- 
stituierte Amino-Gruppe darstellt. 

R9 Wasserstoff, eine Mono-. Di- oder Triphosphatgruppe. oder die alpha-, beta- oder 
gamma- Thiophosphatanalogen dieser Phosphorsaureester oder eine Schutzgruppe 
darstellt, 

sowie mogliche Tautomere und Salze derselben. 

2. Verbindungen nach Anspruch 1 . in denen die Acetalfunktion mit einer Reporter- 
gruppe substituiert ist. 

3. Verbindungen nach Anspruch i oder 2. in denen die Reportergruppe ein Hapten. 
Fluorophor. Metall-ChelaL Luminophor. Protein oder Interkalator bedeuten. 

4. Verbindungen nach einem der Anspriiche 1 bis 3. in denen die Reportergruppe ttber 
eine Linkergruppe verknttpft ist. 

5. Venvendung der Verbindungen nach einem der Anspriiche 1 bis 4 als Substrate fiir 
DNA- und RNA-Polymerasen. 

6. Venvendung der Verbindungen nach den Anspruchen I bis 4 zur Markierung von 
Nukleinsauren. 
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7. Verwendung der Verbindungen nach den Ansprtichen 1 bis 4 zum Nachweis von 
Nukleinsauren. 

8. Verwendung der Verbindungen nach einem der Ansprtiche 1 bis 4 in der DNA- 
Sequenziening. 

9. Verwendung der Verbindungen nach einem der Ansprtiche I bis 4 in der in situ 
Hybridisierung. 

10. Venvendung der Verbindungen nach Anspruch 1. in denen R7 ein Phosphoramidit 
oder H-Phosphonat darstellL zur chemischen Synthese von OligonukJeotiden. 

1 1 . Oligonukleotide. die eine oder mehrere der in den Ansprtichen 1 bis 4 genannten 
Verbindungen enthalten. 

12. Nukleinsauren. die eine oder mehrere der in den Ansprtichen 1 bis 4 genannten Ver- 
bindungen enthalten. 
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Zusammenfassung 



Die Erfindung betrifft PyrroIo-[3.2-%yrimidin-. Pyrazolo-[4J-</]pyrimidin- und 
Pyrimidin-furanoside. d. h. sogenannte C-Nukleoside der allgemeinen Formeln I - V 




IV v 

bzw. entsprechende Derivate sowie Verfahren zu deren Herstellung. 

Die Verbindungen sind insbesondere als Substrate filr RNA- bzw. DNA-Poiymerasen 
geeignet und somit in RNA- bzw. DNA-Oligonukleotide einbaubar. Demzufolge sind 
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die Verbindungen insbesondere zur Markiemng und zum Nachweis von Nukleinsauren 
bzw. zur DNA-Sequenzierune geeignet. 
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